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RESUMO 
 
 
A leucemia linfoide aguda (LLA) é um tipo de neoplasia hematológica que afeta as 
células precursoras das linhagens B e T, com maior incidência na faixa pediátrica. 
Sua fisiopatologia envolve o bloqueio da diferenciação e a elevada proliferação das 
células precursoras, denominadas blastos leucêmicos. Apesar do desconhecimento, 
acredita-se que a leucemogênese origine-se de uma complexa interação entre 
fatores ambientais e genéticos que propicia as modificações celulares. Na LLA, 
vários estudos de análises genéticas, como polimorfismos de base única (SNPs), 
têm sido realizados na tentativa de encontrar marcadores que possam estar 
relacionados com à susceptibilidade a doença ou influenciar a resposta à 
quimioterapia. O fator de crescimento transformador B1 (TGFB1) é uma citocina 
pleiotrópica capaz de exercer várias funções biológicas, como moduladora do 
sistema imune e reguladora da proliferação de células epiteliais e hematológicas. No 
contexto patológico e carcinogênico, esta citocina pode favorecer a invasão e 
provocar metástase por meio da modulação do sistema imune e microambiente 
tumoral. O gene que codifica a citocina TGFB1 apresenta dois polimorfismos na 
região promotora, rs1800468 (G-800A) e rs1800469 (C-509T), os quais vêm se 
destacando como possíveis marcadores associados ao câncer e outras doenças. 
Neste estudo, objetivou-se avaliar estes polimorfismos e os níveis plasmáticos de 
TGFB1, e determinar sua associação com a susceptibilidade e o prognóstico em 
pacientes infantojuvenis com LLA. A análise dos polimorfismos genéticos foi 
realizada pelo método de reação em cadeia da polimerase seguido de avaliação do 
tamanho dos fragmentos de restrição (PCR-RFLP), e os níveis plasmáticos de 
TGFB1 foram quantificados por ensaio de imunoadsorção ligado à enzima (ELISA). 
Não foram observadas associações entre os dois polimorfismos (rs1800468 e 
rs1800469) com susceptibilidade ou risco de recidiva da LLA (p>0,05). Na análise de 
expressão proteica, os polimorfismos da região promotora não foram associados às 
alterações da concentração plasmática do TGFB1. No entanto, pacientes com LLA 
apresentaram concentração média de TGFB1 significativamente reduzida em 
relação ao grupo controle (p<0,0001). A quimioterapia parece exercer influência na 
modulação da concentração plasmática desta citocina. Ao diagnóstico, os pacientes 
com LLA apresentaram níveis plasmáticos significativamente menores quando 
comparados aos pacientes em tratamento (p=0,008) e em remissão (p=0,002). Além 
disso, a concentração de TGFB1 plasmático nos pacientes foi restaurada durante a 
remissão, sendo similar ao grupo controle (p=0,95). Portanto, este estudo demonstra 
os efeitos de uma função imune desregulada na LLA infantojuvenil, no que se refere 
ao TGFB1, e indica uma possível regulação do TGFB1 induzida pelo tratamento na 
LLA. 
 
Palavras-chave: Leucemia linfoide aguda. TGFB1. Polimorfismo genético. ELISA. 

Quimioterapia. 
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ABSTRACT 
 
 
Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is a type of hematologic malignancy which 
affects precursor cells of B and T lineages, with higher incidence in childhood. Its 
pathophysiology involves blockage of differentiation and elevated proliferation of 
precursor cells, denominated leukemic blasts. In spite of unfamiliarity, it is believed 
that leukemogenesis results from complex intercommunication between 
environmental and genetic factors which propitiate cell modifications. In ALL, several 
studies of genetic analyses, such as single nucleotide polymorphisms (SNPs) have 
been realized in attempt to search for markers that could be related with susceptibility 
to disease or influence in chemotherapy response. The transforming growth factor B1 
(TGFB1) is a pleotropic cytokine able to exert biological functions, like 
immunomodulation and regulator of cell proliferation of epithelial and hematologic 
cells. In pathologic and carcinogenic context, this cytokine can promote invasion and 
induce metastasis through immunomodulation and tumor microenvironment. The 
gene that codifies TGFB1 cytokine presents two polymorphisms in promoter region, 
rs1800468 (G-800A) and rs1800469 (C-509T), in which have been highlighted as 
possible markers associated with cancer and other diseases. In this study, the aim 
was to evaluate these polymorphisms and TGFB1 plasma levels, and to determine 
its association with susceptibility and prognosis in childhood patients with ALL. 
Analysis of genetic polymorphisms was performed by polymerase chain reaction 
method by evaluation of restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP), and 
TGFB1 plasma levels were quantified by enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA). There were not observed associations between two polymorphisms 
(rs1800468 and rs1800469) with susceptibility or risk of relapse in ALL (p>0.05). In 
protein expression analysis, the polymorphisms of promoter region were not 
associated to changes of TGFB1 plasma concentration. However, patients with ALL 
showed significantly decreased mean TGFB1 concentration when compared to 
controls (p<0.0001). Chemotherapy seems to exert influence in modulation of plasma 
concentration of this cytokine. In diagnosis, patients with ALL showed lower plasma 
levels when compared to treatment (p=0.008) and remission (p=0.002). Moreover, 
TGFB1 plasma concentration in patients was restored during remission, being similar 
to control group (p=0.95). Therefore, this study demonstrates the effects of a 
deregulated immune function in childhood ALL concerning to TGFB1 and indicates a 
possible regulation of TGFB1 induced by ALL treatment. 
 
Keywords: Acute lymphoblastic leukemia. TGFB1. Genetic polymorphism. ELISA. 

Chemotherapy.. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

No Brasil, o Instituto Nacional de Câncer (INCA) José Alencar 

Gomes da Silva (INCA, 2015b) estimou para o ano de 2016, 420.310 casos novos 

de câncer, excluindo tumores de pele não melanoma, sendo que, destes 

aproximadamente 12.600 casos são em crianças e adolescentes até os 19 anos. 

Para as leucemias, foram estimados 5.540 casos novos em homens e 4.530 em 

mulheres, correspondendo a um risco estimado de 5,63 e 4,38 casos novos a cada 

100 mil homens e mulheres, respectivamente. 

As leucemias são grupos de doenças hematológicas com conceito 

biológico, apresentação clínica, prognóstico e resposta ao tratamento diferentes, 

caracterizada pela presença de uma população de células anormais suprimindo a 

produção normal dos componentes celulares do sistema hematopoiético 

(Polychronakis et al., 2013). 

A origem das leucemias provém das células tronco hematopoiéticas 

(HSCs) e precursoras na medula óssea, promovendo proliferação e infiltração das 

células leucêmicas (Konopleva e Jordan, 2011; Azizidoost et al., 2014). De uma 

forma generalizada, as neoplasias hematológicas são classificadas de acordo com a 

linhagem, grau de maturação e forma de acometimento celular na medula óssea. As 

neoplasias da linhagem mieloide podem incluir granulócitos (neutrófilos, eosinófilos, 

basófilos), monócitos, eritrócitos, plaquetas (derivados dos megacariócitos) e 

mastócitos. Em contrapartida, da linhagem linfoide corresponde às leucemias de 

células B ou T e natural killer (NK) (Vardiman et al., 2009).  

 

1.1 LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA 

 

A leucemia linfoide aguda (LLA) é uma desordem maligna das 

células progenitoras da linhagem linfoide que afeta tanto a faixa pediátrica quanto 

adulta (Armstrong e Look, 2005; Pui et al., 2008), porém as crianças e adolescentes 

são os mais acometidos por esta neoplasia (Acs, 2016a). 

De acordo com a Sociedade Americana de Câncer (ACS) (Acs, 

2016b), no ano de 2016 foram observados 6.590 novos casos de LLA, sendo 3.590 

em homens e 3.000 em mulheres, e 1.430 mortes sendo 800 homens e 630 
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mulheres. No Brasil, a incidência de leucemia infantil de modo geral, entre 1999 e 

2010, em 17 cidades capitais e Distrito Federal registrou 74,52 casos por milhão de 

habitantes com pico de incidência entre 4 e 5 anos em ambos os sexos, da qual 

67,77 dos casos registrados foram de LLA (De Souza Reis et al., 2016). 

Acredita-se que a LLA pode ser originada de interações entre 

exposições exógena e endógena, susceptibilidade genética (herdada) ou ao acaso, 

(Greaves e Wiemels, 2003; Inaba et al., 2013).  

Um dos fatores ambientais mais relacionado é o envolvimento da 

radiação ionizante, e as leucemias pediátricas são mais incidentes, principalmente 

na LLA e a leucemia mieloide aguda (LMA) (Belson et al., 2007; Jin et al., 2016). A 

exposição potencial de crianças à radiação ionizante em crianças pode ocorrer 

durante a fase gestacional ou no período pós-natal (Belson et al., 2007).  

Em um estudo de associação de haplótipos com a exposição aos 

raios-X para diagnóstico rotineiro, Chokkalingam et al. (2011) observaram que, ao 

analisar 32 genes responsáveis pelas vias de reparo do DNA e do ciclo celular, 

haplótipos de 4 genes - APEX11, BRCA22, RAD513 e ERCC24 demonstraram uma 

associação de risco e 3 genes –NBN5, XRCC46 e CDKN2A7 foram associados com 

alterações genéticas estruturais e numéricas em pacientes com LLA, mostrando que 

a susceptibilidade genética pode ser modificada pela exposição à radiação ionizante.  

Outros fatores ambientais incluem os hidrocarbonetos, em especial o 

benzeno, os pesticidas, e o consumo de álcool, cigarro e drogas ilícitas durante a 

gestação, os quais têm sido descritos como fatores predisponentes à LLA infantil 

(Infante-Rivard et al., 1999; Hashibe et al., 2005; Metayer et al., 2013). Alguns 

agentes biológicos, como os vírus – vírus Epstein Barr (EBV) e vírus linfotrópico da 

célula T humana 1 (HTLV-1) – também permanecem como fatores de risco para LLA, 

                                                            
1 APEX1 – Gene da endodeoxirribonuclease 1 de apurínica e apirimidínica (do inglês: 

apurinic/apyrimidinic endodeoxyribonuclease 1 gene). 
2  BRCA2 – Gene da proteína de susceptibilidade ao câncer de mama do tipo 2 (do inglês: Breast 

Cancer Type 2 susceptibility protein). 
3  RAD51 – Gene da RAD51 recombinase da Saccaromyces cerevisiae.  
4 ERCC4 – Gene do grupo complementar da deficiência no reparo de complementação cruzada no 

reparo de excisão de roedores (do inglês: excision repair cross-complementing rodent repair 
deficiency, complementation group 2 gene). 

5  NBN – Gene da nibrina. 
6  XRCC4 - Gene do complemento cruzado no reparo de raio-X (do inglês: X-ray repair cross 

complementing 4 gene). 
7  CDKN2A – Gene do inibidor 2A de quinases dependentes de ciclinas. 
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no sentido de que podem desregular a resposta imunológica, ou ainda a ausência de 

contato com micro-organismos durante a infância (Greaves, 2006; Inaba et al., 2013).  

 

1.1.1 Classificação da LLA 

 

A LLA se caracteriza pela proliferação de células imaturas derivadas 

da medula óssea, chamada de blastos, que podem envolver o sangue periférico ou 

os órgãos sólidos, bem como o sistema nervoso central (SNC) e os testículos. A 

porcentagem de blastos necessários na medula óssea para o diagnóstico das 

leucemias agudas foi ajustado para pelo menos 20%, e não requer porcentagem 

mínima de blastos quando as características citogenéticas e morfológicas estão 

presentes (Abdul-Hamid, 2011).  

Três modelos são utilizados para subclassificação da LLA: (1) 

modelo criado pelo grupo Franco-Américo-Britânico (FAB) que leva em consideração 

a análise morfológica e citoquímica (Bennett et al., 1976); (2) modelo criado pela 

Organização Mundial da Saúde (OMS) em 1976 e atualizada em 2016 que classifica 

a LLA pela citogenética (Mathé e Rappaport, 1976; Arber et al., 2016) (3) e o Grupo 

Europeu de Classificação Imunológica das Leucemias (EGIL) que caracteriza as 

diferentes LLAs pela imunofenotipagem (Bene et al., 1995). 

A avaliação morfológica da medula óssea representa o primeiro 

critério do diagnóstico na diferenciação da LLA e LMA, sendo útil para distinguir 

mieloblastos de linfoblastos (Lai et al., 2000). No entanto, vale ressaltar que a 

citometria de fluxo é considerada o padrão ouro para diagnóstico, com finalidade de 

identificar as diferentes linhagens celulares (Chiaretti et al., 2014). 

Na classificação elaborada pelo grupo FAB (figura 1), a qual foi 

descrita na década de 70, e hoje encontra-se em desuso, era levado em 

consideração os critérios citomorfológicos dos blastos obtidos da medula óssea e 

sangue periférico. Desta maneira, a LLA era classificada em blastos do tipo L1, L2 e 

L3, por meio de dois critérios: (1) a ocorrência das características citológicas e (2) o 

grau de heterogeneidade entre as células leucêmicas. Além disso, estas 

características eram avaliadas de acordo com o diâmetro celular, formato do núcleo, 

presença ou ausência do nucléolo, volume citoplasmático, grau da basofilia do 

citoplasma, variações de vacúolos citoplasmáticos e relação núcleo/citoplasma 

(Bennett et al., 1976; Abdul-Hamid, 2011). 
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Tabela 1 – Classificação imunofenotípica das LLA segundo o EGIL. 
Classificação Imunofenótipo Frequência 

LLA de linhagem B HLADR, CD19+, e/ou CD79a+, e/ou CD22+, 
e/ou CD24+, e/ou CD34+  

Adultos Crianças 

BI (Pró-B) CD19+, CD22+, CD34+, TdT+,cCD79a+, 
CD10+ 

11% 5-9% 

BII (B comum) CD10+ (CALLA), TdT+ 49% 53-65% 
BIII (Pré-B) CD19+, CD22+, CD34+,TdT+, cIgM+ 12% 14-20% 
BIV (B madura) Ig (citoplasma ou superfície), TdT-, CD34- 2-4% 2-3% 
LLA de linhagem T CD1a, CD2, CD3+ (citoplasma/superfície), 

CD4, CD5, CD7, CD8, CD34 
25% 11-16% 

TI (Pró-T) cCD3+, CD7+ 7%  
TII (Pré-T) cCD3+, CD7+, CD2+ e/ou CD5+ e/ou CD8+   
TIII (T cortical ou tímica) CD1a+, cCD3+, sCD3+/- 17%  
TIV (T madura) cCD3+, sCD3+, CD1a- 1%  

CD: marcadores de diferenciação (cluster of differentiation); c: citoplasmático; s: superfície; CALLA: 
antígeno comum da LLA; HLA-DR: Antígeno Leucocitário Humano do tipo DR da classe II; Ig: 
Imunoglobulina.  
Fonte: Adaptado de (Abdul-Hamid, 2011; Chiaretti et al., 2014) 
 

De acordo com os critérios do EGIL, para caracterizar as leucemias 

a marcação imunofenotípica com anticorpo monoclonal deve atingir um limite mínimo 

de 20% para definir uma reação positiva de blastos, exceto para mieloperoxidase 

(MPO), CD3, CD79a e enzima nuclear deoxinucleotidil transferase terminal (TdT), as 

quais são considerados positivos no nível de expressão de 10% (Bene et al., 1995; 

Bene et al., 2011). Por meio disto, foi possível identificar que aproximadamente 75-

80% dos casos de LLA em adultos pertencem à linhagem de células B e 20-25% da 

linhagem T (Chiaretti et al., 2014). 

No ano de 2016, a OMS apresentou uma revisão da classificação 

prévia das leucemias da edição de 2008 (tabela 2), com objetivo de incorporar novos 

dados clínicos, prognósticos, morfológicos, imunofenotípicos e genéticos que 

surgiram desde a última edição (Arber et al., 2016). 
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Tabela 2 – Classificação das leucemias agudas/linfomas linfoblástica B e T segundo 
a OMS 2016. 

Leucemia/linfoma linfoblástica B 
Leucemia/linfoma linfoblástica B sem anormalidade genética especificada 
Leucemia/linfoma linfoblástica B com anormalidades genéticas recorrentes 
Leucemia/linfoma linfoblástica B com t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1 
Leucemia/linfoma linfoblástica B com t(v;11q23.3); rearranjo KMT2A 
Leucemia/linfoma linfoblástica B com t(12;21)(p13.2;q22.1); ETV6-RUNX1 
Leucemia/linfoma linfoblástica B com hiperdiploidia 
Leucemia/linfoma linfoblástica B com hipodiploidia 
Leucemia/linfoma linfoblástica B com t(5;14)(q31.1;q32.3); IL3-IGH 
Leucemia/linfoma linfoblástica B com t(1;19)(q23;p13.3); TCF3-PBX1 
Entidade provisória: Leucemia/linfoma linfoblástica B, BCR-ABL1-like 
Entidade provisória: Leucemia/linfoma linfoblástica B com iAMP21 
Leucemia/linfoma linfoblástica T 
Entidade provisória: Leucemia/linfoma linfoblástica T precoce 
Entidade provisória: Leucemia/linfoma linfoblástica de célula Natural Killer (NK) 
KMT2A: gene da leucemia de linhagem mista ou linfoide/mieloide; ETV6: gene da variante 6 do fator 
de transcrição transformação específica do eritroblasto (erythroblast transformation-specific) (ETS); 
RUNX1: fator de transcrição relacionada ao runt-1 ou gene leucemia mieloide aguda-1 (AML1); IL3: 
gene da interleucina-3; IGH: gene da imunoglobulina de cadeia pesada; TCF3: gene do fator de 
transcrição 3 (também conhecido como E2A); PBX1: gene homeobox 1 da leucemia de célula pré-B; 
iAMP21: gene da amplificação intracromossomal do cromossomo 21; t: translocação; v: variável. 
Fonte: Adaptado de (Arber et al., 2016) 
 

Na LLA do tipo B, são descritas anormalidades genéticas e estão 

associados com características clínicas, imunofenotípicas e de prognóstico 

(Mittelman, 1981; Bloomfield et al., 1986; Harbott et al., 1997; Johansson et al., 

2004; Pui et al., 2008). Além disso, dois novos tipos de anormalidades genéticas 

foram incorporadas na classificação – (1) LLA tipo B com amplificação 

intracromossomal do cromossomo 21,  associada com prognóstico adverso, 

podendo resultar numa terapia mais agressiva (Harrison et al., 2014) e (2) 

translocações envolvendo tirosina quinases ou receptores de citocinas (“BCR-ABL1-

like ALL”), associada a características clínicas adversas e pior prognóstico (Den 

Boer et al., 2009; Mullighan et al., 2009). 

Para LLA do tipo T, o perfil das anormalidades genéticas não são 

notoriamente associados a uma única característica biológica, e portanto, sem 

subdivisão conforme as alterações genéticas (Vardiman et al., 2009). No entanto, 

existe um subconjunto que é reconhecido como uma nova entidade provisória, que é 

a LLA do tipo célula T precoce (ETP), única subdivisão genética e imunofenotípica 

aceita, indicando somente a diferenciação de célula T precoce, com retenção de 

algumas características da célula-tronco e da linhagem mieloide (Coustan-Smith et 

al., 2009; Zhang et al., 2012; Neumann, Coskun, et al., 2013; Neumann, Heesch, et 

al., 2013). 
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1.1.2 Fisiopatologia da LLA 

 

O câncer de modo geral, incluindo as leucemias, compartilham uma 

característica biológica semelhante – a clonalidade. As alterações moleculares que 

são necessárias para o desenvolvimento de uma doença maligna são um fenômeno 

raro, considerando-se o número vasto de células-alvo susceptíveis a esta condição, 

isto é, uma pequena alteração genética raramente é suficiente para desenvolvimento 

do tumor maligno. (Gallegos-Arreola et al., 2013).  

Então, sabe-se que a LLA é derivada de lesões genéticas nas 

células progenitoras sanguíneas que são destinadas a sofrer diferenciação na 

linhagem celular T ou B, incluindo mutações que transmitem a capacidade 

autoproliferativa, seguida de parada do desenvolvimento em um estágio específico 

(Pui, Relling, et al., 2004; Armstrong e Look, 2005). Muitas alterações genéticas 

ocorrem na LLA, sendo que, na maioria dos casos infantis são alterações 

cromossômicas (tabela 3) (Harrison, 2009). 

Aproximadamente 75% dos casos de LLA infantil com alterações 

cromossômicas são detectáveis pela análise de cariótipo, hibridização fluorescente 

in situ (FISH) e outras técnicas moleculares. A LLA de célula B inclui hiperdiploidia, 

hipodiploidia e pseudodiploidia e, da célula T é caracterizada pelas mutações 

ativadoras do gene da proteína homóloga 1 a Notch loco neurogênico (Notch1) e 

rearranjos dos fatores de transcrição, como proteína da leucemia de linhagem mista 

ou linfoide/mieloide (MLL). Apesar de os rearranjos genéticos demonstrarem 

importância nos eventos precoces da leucemogênese e serem amplamente usados 

no diagnóstico e estratificação de risco, ainda é insuficiente para explicar 

completamente o desenvolvimento da leucemia (Mullighan e Downing, 2009; 

Mullighan, 2012). 
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Tabela 3 – Anormalidades moleculares e citogenéticas na LLA. 
Categoria Citogenética Genes envolvidos Frequência 

Adultos (%) Crianças (%) 
Hiperdiploidia   2-15 10-26 
Hipodiploidia   5-10 5-10 

Pseudodiploidia t(9;22)(q34;q11) BCR-ABL1 15-25 2-6 
 del(9)(q21-22) p15,p16 6-30 20 
 t(4;11); t(9;11); 

t(11;19); t(3;11) 
MLL 5-10 <5 

 del(11)(q22-23) ATM 25-30 15 
 t(12;21)(p12;q22) TEL-AML1 <1 20-25 
 t(1;19) E2A-PBX1 <5 <5 
 t(17;19) E2A-HLF <5 <5 
 t(1;14)(p32;q11) TAL1 10-15 5-10 
 t(7;9)(q34;q32) TAL2 <1 <1 
 t(10;14)(q24;q11) HOX11 5-10 <5 
 t(5;14)(q35;q32) HOX11L2 1 2-3 
 t(1;14)(p32;q11) TCR 20-25 20-25 
 del(13)(q14) miR15/miR16 <5 <5 
 t(8;14); t(8;22); 

t(2;8) 
C-MYC 5 2-5 

 +8 ? 10-12 2 
 del(7p) ? 5-10 <5 
 del(5q) ? <2 <2 
 del(6q); t(6;12) ? 5 <5 

MLL: também conhecido como KMT2A; ATM: gene da ataxia telangiectasia mutada; TEL: também 
conhecido como ETV6; AML1: também conhecido como RUNX1; HLF: fator hepático da leucemia; 
TAL: gene da leucemia linfoblastica aguda de célula T 2; HOX: gene homeobox; TCR: gene do 
receptor de célula T; miR: gene do microRNA; C-MYC: gene da mielocitomatose celular; del: deleção; 
+8: trissomia no cromossomo 8; p: braço curto do cromossomo; q: braço longo do cromossomo. 
Fonte: Adaptado de (Jabbour et al., 2015). 
 

As modificações epigenéticas têm demonstrado um papel 

fundamental na influência da expressão gênica (Deaton e Bird, 2011; Easwaran et 

al., 2014). A análise de perfis de metilação de DNA em pacientes pediátricos LLA de 

célula B mostraram hipermetilação da região promotora como uma característica 

proeminente, afetando genes previamente implicados na leucemia e em outras 

doenças hematológicas (Wong et al., 2012). 

Outro mecanismo epigenético importante é a atuação dos miRNAs, 

que são reguladores epigenéticos, com o RNA mensageiro (mRNA) como alvo 

específico, para modular os padrões da expressão gênica e vias de sinalização 

celular. O perfil de expressão dos miRNAs no câncer pode predizer o prognóstico do 

paciente e a resposta ao tratamento (Bouchie, 2013; Stahlhut e Slack, 2013; Hayes 

et al., 2014). Além disso, os miRNAs estão sendo usados para diferenciar a 

linhagem de célula B e T (Yeh et al., 2016).  

Por conseguinte, pode-se deduzir que a fisiopatologia da LLA 

envolve mecanismos genéticos e epigenéticos, além de regulação por miRNAs. O 
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estudo destes fatores pode identificar marcadores na progressão da doença e um 

direcionamento ao tratamento. Não obstante, ponto primordial na fisiopatologia é a 

sua origem monoclonal, proliferação descontrolada, longevidade celular 

condicionada pela diminuição da apoptose e geração da resistência ao tratamento 

(Gallegos-Arreola et al., 2013; Yeh et al., 2016).      

 

1.1.3 Aspectos Clínicos da Doença 

 

O desenvolvimento da leucemia é decorrente de uma célula 

neoplásica precursora da hematopoiese com incapacidade de se diferenciar e alta 

capacidade de proliferação. Estas células precursoras sem maturação podem 

substituir as células hematopoiéticas normais e ocupar grande parte da medula 

óssea, levando a falência medular (Lorenzi, 2006; Almeida, 2009). 

Os blastos leucêmicos primeiramente infiltram a medula óssea, 

ocupando mais de 20% (pela OMS) ou mais de 30% (pelos critérios da FAB) do total 

de células nucleadas, chegando a 80-100% de ocupação. A primeira consequência 

é a supressão da hematopoiese normal. Na verdade, a expansão dos blastos 

neoplásicos ocupa o espaço necessário à produção fisiológica das células 

hematológicas na medula, acarretando deficiência das outras linhagens celulares 

como hemácias, plaquetas e neutrófilos, causando anemia, trombocitopenia e/ou 

leucocitose com presença blastos. Os blastos anormais também secretam fatores 

inibitórios e indutores de fibrose, tornando a disfunção medular mais grave do que o 

esperado apenas pela simples ocupação de espaço (Lorenzi, 2006). Os blastos 

neoplásicos são lançados na corrente sanguínea, justificando o termo leucemia 

(células brancas no sangue), eventualmente atingindo um número suficiente para 

determinar uma leucocitose. Uma vez na corrente sanguínea, os blastos podem 

então infiltrar os órgãos, com uma preferência para os linfonodos, baço, fígado, 

gengiva, órbita, sistema nervoso central, testículos e pele (Lorenzi, 2006). 

A apresentação clínica na LLA acontece de forma súbita. 

Geralmente, os pacientes apresentam dispneia, fadiga ou sangramento espontâneo 

e, indisposição, letargia, perda de peso, febre e sudorese noturna de uma forma 

mais frequente. Além disso, podem aparecer linfadenopatia, esplenomegalia e/ou 

hepatomegalia. As neuropatias cranianas e infiltração testicular (aproximadamente 

2% do gênero masculino) podem ocorrer devido às recidivas ou recaídas 
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extramedulares, enquanto náusea, vômito, cefaleia ou papiledema são resultantes 

de infiltração meníngea e/ou obstrução do fluído do líquor (Borim et al., 2000; Farhi e 

Rosenthal, 2000; Cornacchioni et al., 2004; Medeiros et al., 2004; Hamerschlak, 

2008; Larson e Anastasi, 2008; Locatelli et al., 2012).  

Os pacientes podem apresentar dores ósseas em 25% dos casos, 

com lesões ósseas, osteopenia difusa, dores lombares ou artrite assimétrica e, por 

consequência da infiltração leucêmica pelos blastos, leva-se a hemorragia óssea 

(Gur et al., 1999; Ikeuti et al., 2006). 

 

1.1.4 Diagnóstico Laboratorial 

 

Quanto ao diagnóstico inicial das leucemias, é realizado um exame 

físico do paciente, seguido de análise quantitativa e qualitativa do sangue total por 

meio da confecção da extensão (esfregaço) sanguínea e hemograma. Para 

confirmação do diagnóstico são realizados punção e biópsia de medula óssea 

(imunofenotipagem) e análise citogenética (Pui, Schrappe, et al., 2004; Manisha, 

2012). 

No hemograma de pacientes suspeitos, em especial de LLA, é 

observado anemia normocítica e normocrômica, contagem diminuída de reticulócitos, 

trombocitopenia e leucocitose associada à presença significativa de blastos (Farias e 

Castro, 2004; Almeida, 2009; Ferri, 2012; Veras et al., 2012). 

Após análise do hemograma, é solicitado o mielograma para estimar 

a porcentagem de blastos na microscopia pela punção aspirativa da medula óssea 

na região lombar. A caracterização de mais de 20% de blastos na medula óssea, 

megacariócitos diminuídos ou ausentes e células precursoras mieloides e eritroides 

com aspectos normais são confirmatórios para a LLA (Farias e Castro, 2004; 

Almeida, 2009; Rego e Santos, 2009).  

A análise citoquímica, utilizada em menor escala hoje em dia, auxilia 

na diferenciação entre LLA e LMA, em que as reações mieloperoxidase e Sudan 

black são negativas para LLA. Os blastos da linhagem T revelam atividade ótima em 

pH ácido, isto é, respondem com fosfatase ácida. Ao ácido periódico de Schiff (PAS), 

a reação negativa é mais frequente na LLA da linhagem T a linhagem B. Entretanto, 

existem casos de LLA do tipo L3 em que o PAS é positivo (Bennett et al., 1976; 

Farias e Castro, 2004; Verrastro, 2005) .  
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A imunofenotipagem por citometria de fluxo é um método utilizado 

como ferramenta padrão e indispensável na área clínica para diagnóstico diferencial, 

classificação, estadiamento e monitoramento da doença residual mínima (MRD) das 

leucemias agudas e síndromes mielodisplásicas. Com o uso de anticorpos 

monoclonais é possível identificar diferentes linhagens celulares e determinar o grau 

de maturação celular (Orfao et al., 2004; Craig e Foon, 2008). Por meio desses 

recursos, o direcionamento para o tratamento acaba sendo mais eficaz com evasão 

da falha terapêutica. 

 

1.1.5 Fases Clínicas e Classificação de Risco da LLA 

 

O tratamento para LLA normalmente é dividido em três fases – a 

fase de indução, intensificação (ou consolidação) e manutenção. A fase de indução 

da remissão completa é definida como restabelecimento da hematopoiese normal 

em que, espera-se conduzir a um estado com menos de 5% de blastos na medula 

óssea e ausência de qualquer sinal ou sintoma da doença. Quando esta fase é 

concluída, os pacientes ainda podem apresentar graus variados de leucemia 

residual e alguns podem portar até 10 bilhões de células leucêmicas (Campana e 

Pui, 1995; Pui e Campana, 2000; Cazé et al., 2010). 

Após o restabelecimento da hematopoiese normal, os pacientes se 

tornam candidatos para terapia de intensificação, a qual se refere à readministração 

do regime terapêutico da indução ou administração de altas doses de agentes 

quimioterápicos que não foram usadas na fase de indução. O objetivo é diminuir o 

número de células tumorais a níveis muito baixos, ou eliminá-las (Kaushansky et al., 

2016).  

A fase final do tratamento pode durar 2 anos. Os acúmulos de altas 

concentrações intracelulares de metabólitos ativos dos medicamentos e a 

administração combinada aos limites de tolerância têm sido associados com 

melhora no desfecho clínico (Schmiegelow et al., 1995; Chessells et al., 1997). Na 

fase de manutenção, o objetivo é eliminar resíduos de células leucêmicas pois, estas 

têm o potencial de recidivar a doença, porém não interferem no desenvolvimento 

das células sanguíneas normais (Inaba et al., 2013).  

O Grupo Brasileiro de Tratamento de Leucemia na Infância (GBTLI), 

atualizado em 2009, classifica os pacientes em dois grandes grupos de risco, de 
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acordo com parâmetros hematológicos e a resposta terapêutica (Tabela 4). Assim, a 

determinação de um protocolo de tratamento diferenciado para cada grupo de risco 

acaba se tornando viável. De acordo com o protocolo do GBTLI, os pacientes 

classificados como baixo risco durante o tratamento e que apresentem requisitos 

para inclusão do grupo de alto risco, devem ser reclassificados (Inca, 2001; Cazé et 

al., 2010).  

 

Tabela 4 – Classificação de risco na LLA. 
 Baixo Risco Alto Risco 

Idade ≥1 ano a <9 anos <1 ano e >9 anos 
Leucometria ao diagnóstico <50.000/mm3 ≥50.000/mm3 

Leucometria no 7º dia de 
tratamento 

<5.000/mm3 ≥5.000/mm3 * 

Blasto no sangue periférico e 
comprometimento medular no 

14º dia de tratamento 

Ausência de blastos e baixo 
comprometimento medular 

Presença de blastos e/ou 
comprometimento medular 

extenso 
Medula no 28º dia de indução Baixa contagem de células 

leucêmicas 
Evidência de acometimento 

extramedular ao final da 
indução 

Comprometimento do SNC Ausência de blastos no líquor 
no 14º dia de tratamento 

Persistência de blastos 
leucêmicos 

*Respondedores lentos ao tratamento; SNC: Sistema Nervoso Central.  
Fonte: (Inca, 2001; Cazé et al., 2010). 

 

Em suma, a LLA é um tipo de câncer que demonstra uma 

complexidade desde a patogênese até o estabelecimento do diagnóstico e 

tratamento. Além disso, vários fatores intrínsecos podem influenciar no curso da 

doença. Desta maneira, há necessidade de investigar algumas moléculas do 

sistema imunológico como fatores de crescimento envolvidos na regulação da 

hematopoiese.   

 

1.2 FATORES DE CRESCIMENTO TRANSFORMADORES BETA (TGFB) 

 

A família do TGFB pertence a um grupo que compreende fatores de 

crescimento que desempenham papéis fundamentais tanto em processos 

fisiológicos quanto patológicos. Dentro desta família incluem as subfamílias das 

ativinas e inibinas, das proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs), dos fatores de 

crescimento e diferenciação (GDFs) e dos fatores neurotróficos derivados da glia 

(GDNFs) e dos fatores de crescimento transformadores B (TGFB) (Kubiczkova et al., 

2012).  
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Na subfamília TGFB existem três isoformas codificadas por 

diferentes genes, conhecidas por TGFB1, TGFB2 e TGFB3, que podem atuar pelas 

mesmas vias de sinalização, e que contêm algumas regiões altamente conservadas, 

mas divergentes em outras regiões de aminoácidos (Cheifetz et al., 1987; Mittl et al., 

1996). Além disso, as isoformas podem apresentar padrões distintos de expressão 

durante a embriogênese, revelando fenótipos distintos e não redundantes em 

animais knockout para cada uma delas (Chang et al., 2002). Destas, a isoforma mais 

abundante e expressa é o TGFB1 (Derynck et al., 1985). 

O TGFB1 é uma citocina altamente pleiotrópica, isto é, pode exercer 

várias funções, como regulador do crescimento celular, diferenciação, apoptose, 

motilidade, invasão, produção da matriz extracelular, angiogênese e resposta imune. 

No entanto, em nível de célula tumoral, a citocina pode apresentar funções opostas. 

Nos estágios precoces do desenvolvimento do tumor, o TGFB opera como um 

supressor tumoral, enquanto que nos estágios mais tardios, ele desencadeia o 

oposto, favorecendo a invasão e causando metástase através da modulação do 

sistema imune e do microambiente tumoral (Syed, 2016).  

Igualmente, esta citocina tem a capacidade de inibir a proliferação 

de células epiteliais e hematológicas, promover transição epitélio-mesenquimal em 

células tumorais e a troca de fenótipo de células do estroma tumoral, de modo a 

promover a progressão do câncer (Kubiczkova et al., 2012). Em especial, na 

hematopoiese, dependendo da sua concentração, o TGFB pode tanto inibir quanto 

estimular a proliferação celular, ou manter as HSCs quiescentes (Blank e Karlsson, 

2015). 

O TGFB é secretado por diferentes células, destacando-se os 

linfócitos, macrófagos, plaquetas, neutrófilos e, no processo de carcinogênese, as 

células tumorais. Em especial aos macrófagos, a sinalização do TGFB promove sua 

mudança de fenótipo para o subtipo M2, exercendo função anti-inflamatória ou pró-

regenerativa, com capacidade de inibir a resposta imunológica pela secreção de 

TGFB e interleucina 10 (IL-10), e promover remodelamento da matriz extracelular 

(Grotendorst et al., 1989; Alleva et al., 1994; Maeda et al., 1995; Branton e Kopp, 

1999; Sica et al., 2008; Vignali et al., 2008; Pickup et al., 2013).  

Além de o TGFB participar na regulação sobre as HSCs, esta 

citocina também interage no microambiente da medula óssea, devido à ativação das 

células de Schwann, células da glia e megacariócitos. Esta última regula o processo 
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de ativação de TGFB pela ligação do TGFB latente via integrina β8 na superfície 

celular e exposição da citocina para a clivagem proteolítica pelas enzimas 

metaloproteinases (Yamazaki et al., 2011; Zhao et al., 2014). 

A desregulação na via de sinalização do TGFB, seja por inativação 

de componentes da via ou pela diminuição na modulação na sua expressão, pode 

desempenhar um papel crítico na transformação das células neoplásicas. Algumas 

neoplasias, como câncer de cólon, mama, pâncreas e fígado, são caracterizadas 

pelas alterações dos genes da via do TGFB (Kim e Letterio, 2003). 

As alterações genéticas ou mecanismos de ativação e produção do 

TGFB devem ser investigados de uma maneira aprofundada tanto no processo 

fisiológico (principalmente na hematopoiese) como no microambiente tumoral. 

 

1.2.1 Polimorfismos Genéticos  

 

Dentro de uma espécie, os cromossomos homólogos são bastante 

similares entre si, mas em determinadas localizações do cromossomo (loci) pode 

haver variabilidade na sequência do DNA. Se a variação é encontrada em uma 

frequência superior a 1% da população, denomina-se polimorfismo 

(Balasubramanian et al., 2004).  

Algumas dessas alterações podem ocorrer nas sequências não 

codificadoras do gene, e na maioria dos casos, não exercem efeito em suas funções.  

Outras podem acontecer nas sequências codificadoras, levando à produção de 

proteínas defeituosas. Deste modo, em alguns casos, o polimorfismo genético pode 

aumentar a suscetibilidade ao câncer (Lodish et al., 2000). 

Na LLA, muitos estudos têm sido realizados na busca por 

marcadores que possam estar relacionados à suscetibilidade ou influenciar na 

resposta à quimioterapia (Mrozek et al., 2009; Zhang et al., 2015). Por exemplo, a 

investigação de polimorfismos de base única (SNPs) em genes candidatos aponta 

que o risco de leucemias, inclusive LLA, pode ser atribuído a polimorfismos em 

genes relacionados ao metabolismo de xenobióticos, reparo de DNA e até mesmo, o 

funcionamento normal do sistema imunológico (Chokkalingam e Buffler, 2008; 

Urayama et al., 2013). 

Variantes de genes da resposta imune são potenciais fontes de 

variabilidade interindividual que conferem diferenças tanto ao sistema imune inato, 
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quanto ao adaptativo. Nos últimos anos, alguns tipos de polimorfismos têm sido 

reportados indicando a importância nas consequências funcionais para a estrutura e 

a expressão de moléculas do sistema imune (Kubistova et al., 2009).        

 

1.2.2 Polimorfismos do Gene TGFB1 no Câncer e Expressão Proteica  

 

O gene do TGFB1 está localizado no loco cromossomo 19q13.1, 

onde foram identificados diversos polimorfismos genéticos. Dentre eles, dois 

polimorfismos da região promotora (rs1800468, G-800A e rs1800469, C-509T) 

(Cambien et al., 1996) vêm sendo amplamente estudados em várias doenças, como 

asma, doença arterial coronariana, infecção do trato urinário, retinopatia diabética 

cirrose hepática, colite ulcerativa e fibrose cística (Syrris et al., 1998; Silverman et al., 

2004; Kikuchi et al., 2007; Tamizifar et al., 2007; Paine et al., 2012; Syukri et al., 

2014; Oueslati et al., 2015).  

Num estudo realizado por Grainger et al. (1999) envolvendo 170 

pares de gêmeas, foi demonstrado que os níveis plasmáticos de TGFB1 foram 

controlados geneticamente. Dois polimorfismos na região promotora do gene 

TGFB1: um promovendo a troca de uma guanina (G) por uma adenina (A) no 

nucleotídeo de número 800 anterior ao sítio de início da transcrição (rs1800468, G-

800A) e outro promovendo a troca de uma citosina (C) por uma timina (T) no 

nucleotídeo 509 antes do sítio de início da transcrição (rs1800469, C-509T) foram 

avaliados. Devido à raridade do alelo A do polimorfismo G-800A, apenas o 

polimorfismo C-509T foi analisado para verificar a sua influência nos níveis 

plasmáticos de TGFB1. Observou-se que o alelo T estaria relacionado ao aumento 

dos níveis plasmáticos da citocina. No entanto, o polimorfismo G-800A ocorre em um 

sítio putativo de ligação de uma família de fatores de transcrição denominado de 

proteína ligante ao elemento de resposta ao 3’ 5’ monofosfato de adenosina cíclico 

(AMPc) (CREB), sugerindo que este polimorfismo possa ser responsável pelo 

controle da expressão do gene TGFB1 de outra forma (Grainger et al., 1999).  

Numa análise de associação envolvendo 100 casos e 100 controles, 

revelou-se que os genótipos AA do G-800A e TT do C-509T apresentaram uma 

associação de risco para o câncer de mama na população Sul-leste iraniana (Parvizi 

et al., 2016).   



30 
 

Para o polimorfismo C-509T, dois estudos do tipo caso-controle 

envolvendo pacientes diagnosticados com LLA na população infantojuvenil foram 

realizados, porém, não houve associação estatisticamente significativa na frequência 

genotípica ou alélica entre casos e controles (Dai et al., 2009; Healy et al., 2009).    

Alguns estudos de meta-análise observaram que o alelo T do 

polimorfismo C-509T apresenta um efeito protetor em alguns tipos de tumores 

sólidos, como câncer de mama e colorretal (Niu et al., 2010; Liu, Yang et al., 2012). 

No entanto, outra meta-análise revelou que o alelo C para C-509T e alelo A para G-

800A estavam associados com risco e que poderiam contribuir para o 

desenvolvimento do câncer colorretal (Liu, Y. et al., 2012). 

Ainda, dois estudos de associação realizados na população chinesa 

demonstraram uma corroboração dos resultados, indicando o alelo T para 

polimorfismo C-509T como fator de risco para tumor hepático (Ma et al., 2015; Wan 

et al., 2015). Conquanto que, outro estudo observou que o alelo T estaria exercendo 

um efeito protetor contra o câncer de pulmão do tipo adenocarcinoma e de células 

pequenas (Kang et al., 2006), apresentando então, resultados diferentes. 

Além da análise dos polimorfismos do gene TGFB1, outro parâmetro 

a ser investigado seria a influência da secreção do TGFB1 no câncer. Dependendo 

do tipo de tumor sendo estudado, o TGFB parece atuar de forma distinta  

(Papageorgis e Stylianopoulos, 2015). 

Duas análises de níveis plasmáticos do TGFB1 foram avaliadas no 

câncer de mama, e revelaram aumento significativo desta citocina nestes pacientes 

(Todorović-Raković et al., 2003; Ciftci et al., 2014). No entanto, um estudo num 

mesmo tipo de câncer revelou aumento na concentração plasmática de TGFB1 

antes do procedimento cirúrgico e queda significativa nos níveis plasmáticos desta 

citocina na pós retirada do tumor (Kong et al., 1995). Os altos níveis plasmáticos de 

TGFB1 também foram observados nos tumores pancreático, hepático, renal e 

prostático. (Shirai et al., 1994; Ivanovic et al., 1995; Junker et al., 1996; Sinnreich et 

al., 2004; Zhao et al., 2016).  

Em relação às neoplasias hematológicas, os resultados têm-se 

demonstrado contraditórios. Dois estudos envolvendo 162 pacientes e 31 controles e 

outro com 35 pacientes e 27 controles observaram diminuição significativa nos 

níveis plasmáticos do TGFB1 em pacientes diagnosticados com mieloma múltiplo. 

No entanto, foi observado aumento na concentração plasmática da citocina em 
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pacientes diagnosticados com síndrome mielodisplásica, mielofibrose, 

trombocitopenia essencial e mielofibrose idiopática, e em pacientes com linfoma 

não-Hodgkin (LNH) (Kyrtsonis et al., 1998; Urbañska‐Ryś et al., 2003; Akiyama et 

al., 2005; El-Hefni et al., 2015). Notavelmente, Al-Mowallad et al. (2006) não 

encontraram diferença significativa na concentração plasmática do TGFB1 em 

pacientes diagnosticados com LLA. 

A secreção do TGFB1 está desregulada em vários tipos de câncer, 

tanto em tumores sólidos quanto em neoplasias hematológicas, ocasionando 

progressão para a malignidade (Bellomo et al., 2016). Ademais, percebe-se que a 

concentração plasmática desta citocina se comporta de uma maneira distinta para 

cada tumor analisado, indicando um envolvimento no prognóstico dos pacientes.  

Pouco se sabe também sobre a influência desses polimorfismos na 

severidade das leucemias, e o impacto destes polimorfismos do TGFB1 nos 

diferentes subtipos da LLA permanece incerto, embora possam auxiliar na 

compreensão da patogênese desta neoplasia.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar os polimorfismos rs1800468 e rs180049 da região promotora 

do gene TGFB1 e os níveis plasmáticos de TGFB1 em relação à suscetibilidade e o 

prognóstico da leucemia linfoide aguda em pacientes infantojuvenis. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Analisar as frequências genotípicas e alélicas dos polimorfismos rs1800468 e 

rs1800469 da região promotora do gene TGFB1 em pacientes com LLA e em 

indivíduos controle livre de neoplasias;  

 Avaliar possíveis associações entre a presença das variantes genéticas entre 

os dois grupos e o risco de suscetibilidade à doença num estudo do tipo caso-

controle;  

 Correlacionar a presença dos polimorfismos em pacientes com LLA 

infantojuvenis com o risco de recidiva e óbito; 

 Determinar os níveis plasmáticos de TGFB1 em pacientes com LLA e grupo 

controle; 

 Comparar a presença dos polimorfismos da região promotora do gene TGFB1 

com os níveis plasmáticos desta citocina nos grupos caso e controle; 

 Correlacionar os níveis plasmáticos de TGFB1 nos pacientes com LLA em 

fases clínicas diferentes (diagnóstico, tratamento e remissão). 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 COLETA DE AMOSTRAS 

 

O presente projeto foi cadastrado na Plataforma Brasil e todos os 

procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres 

Humanos da Universidade Estadual de Londrina (CEP/UEL 189/2013 – CAAE Nº 

17123113400005231). Todos os indivíduos do estudo receberam um código após 

assinarem o termo de consentimento, e todos os participantes do projeto e 

responsáveis legais pelas crianças foram orientados. Somente foram utilizados 

amostras de pacientes autorizados por seus responsáveis, mediante a assinatura do 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 

Neste projeto foram coletadas 5mL do sangue periférico de 104 

pacientes de 0 a 19 anos diagnosticados com LLA atendidos no Hospital do Câncer 

de Londrina (HCL) e 115 controles com faixa etária similar, que foram cedidos pelo 

Hospital Universitário da Universidade Estadual de Londrina. 

O convite aos responsáveis pelos pacientes com LLA para 

participarem deste projeto foi realizado durante o atendimento clínico no Serviço de 

Oncopediatria do Hospital do Câncer de Londrina. Além disso, estes pacientes foram 

classificados em alto e baixo risco de acordo com a GBTLI-LLA 2009. Os doadores 

para o grupo controle foram crianças da região de Londrina e como critério de 

inclusão foram selecionados os doadores sem histórico de neoplasia atual, 

processos inflamatórios e apresentando testes bioquímicos, sorológicos e 

hematológicos normais, como transaminase glutâmico pirúvica (TGP), transaminase 

glutâmico oxalacética (TGO) e lactato desidrogenase (LDH). 

 

3.2 EXTRAÇÃO DE DNA 

 

A partir do sangue periférico coletado em tubo EDTA (ácido 

etilenodiamino tetra-acético), foi extraído o DNA utilizando o kit comercial Biopur Mini 

Spin Plus Kit (Biometrix Diagnostica, Curitiba, Brasil) segundo as especificações do 

fabricante. O DNA extraído foi eluído em 50 μL de tampão de eluição e quantificado 

por espectrofotometria no NanoDrop 2000c® (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, 
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DE, EUA). A absorbância no comprimento de onda de 260 nm foi utilizada para 

determinar a concentração de ácidos nucleicos, e a razão para determinar o grau de 

pureza em relação a proteínas foi obtida entre as absorbâncias 260 e 280nm.  

 

3.3 GENOTIPAGEM DO TGFB1 POR PCR-RFLP 

 

A análise dos polimorfismos genéticos foi realizada por reações em 

cadeia da polimerase (PCR) seguidas de restrição enzimática, de acordo com a 

técnica descrita por Jin et al. (2004). Um segmento do gene TGFB1 foi amplificado 

por PCR, que flanqueavam os polimorfismos da região promotora – rs1800468, G-

800A e rs1800469, C-509T. 

As concentrações dos reagentes utilizadas estão descritas na tabela 

5. Para a amplificação dos polimorfismos da região promotora, as sequências dos 

oligonucleotídeos foram: 5’- GCA GTT GGC GAG AAC AGT TG 3’ (Primer Forward) 

e 5’- CCA GAA CGG AAG GAG AGT CAG 3’ (Primer Reverse). As condições de 

ciclagem da PCR encontram-se descritas na tabela 6. 

 

Tabela 5 – Concentrações dos reagentes utilizados na reação. 
Reagentes (concentração) Concentração final 

Buffer (10 X)* 1X 
MgCl2 (50mM)* 1,0mM 
dNTP (1,25mM)* 0,1mM 
Primer Forward (2,5μM)* 0,20μM 
Primer Reverse (2,5μM)* 0,20μM 
Taq DNA Polimerase (5U/μL)* 1U 
Água ultrapura (Mili-Q) - 
Amostra ~100ng 
Total - 

  *Invitrogen (Carlsbad,CA, EUA). 

 

Tabela 6 – Condições utilizadas para a amplificação da região do gene TGFB1. 
Etapa Temperatura (ºC) Tempo Número de ciclos 

Desnaturação inicial 94ºC 10min 1 
Desnaturação 94ºC 45s  
Hibridação 59ºC 60s 35 
Extensão 72ºC 75s  
Extensão final 72ºC 10min 1 

 

A amplificação da PCR foi analisada por eletroforese em géis de 

poliacrilamida numa concentração de 10%, seguida de coloração por nitrato de prata 

(AgNO3). Os fragmentos gerados foram então clivados por enzimas de restrição 
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(New England Biolabs®, Ipswich, MA, EUA), utilizando 1U da enzima para clivar 2μL 

e 4μL do produto de PCR para, respectivamente, os polimorfismos G-800A e C-509T 

em no mínimo 3 horas de incubação à 37ºC, seguindo as recomendações do 

fabricante. Os fragmentos gerados pela restrição enzimática, novamente foram 

analisados por eletroforese em géis de poliacrilamida na concentração de 10%, 

seguida de coloração por AgNO3. 

A enzima de restrição HpyCH4IV foi utilizada para determinar o 

polimorfismo G-800A. A substituição G>A elimina o sítio de restrição para esta 

enzima no fragmento amplificado. Resultante disso, a clivagem do alelo G gera dois 

fragmentos – 402 pb e 195 pb, enquanto o alelo A não sofre ação da enzima, 

mantendo o tamanho original de 597 pb.  

Para análise do polimorfismo C-509T, foi utilizada a enzima Bsu36I, 

que reconhece o sítio de restrição no alelo C, gerando fragmentos de 488 pb e 109 

pb. A substituição C>T elimina o sítio de restrição da clivagem, ou seja, o alelo T não 

sofre a ação da enzima, mantendo o tamanho de 597 pb.  

A figura 2 ilustra o fragmento amplificado para a análise dos 

polimorfismos da região promotora do gene TGFB1, de acordo com os sítios de 

restrição das enzimas utilizadas e os nucleotídeos polimórficos, e os perfis de 

bandas para cada genótipo após a restrição enzimática. 

Todas as reações de PCR foram realizadas com um controle 

negativo (sem adição de DNA) para garantir que não houvesse contaminação da 

reação com DNA exógeno.  
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usando uma curva de calibração, por meio do software Gen5 (BioTek Instruments 

Inc., VT, E.U.A).    

 

3.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Em relação à análise estatística, as frequências dos genótipos dos 

polimorfismos foram submetidas a o teste do qui-quadrado para verificar o equilíbrio 

de Hardy-Weinberg. Os estudos de associação do tipo caso-controle foram 

analisados pelo cálculo da Odds Ratio (OR) com intervalo de confiança (IC) a 95% e 

por teste de Fisher. Já, os níveis plasmáticos foram analisados e comparados com 

genótipos pelo teste U de Mann-Whitney. Toda a análise estatística foi realizada 

usando o software Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, EUA).    
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4 PRODUÇÃO CIENTÍFICA 
 

Chemotherapy modulate plasma concentration of TGFB1 cytokine in ALL 

independent of promoter region genetic polymorphism  

 

ABSTRACT 

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is a malignant hematologic disorder and the 
most common cancer in children between 2 and 5 years old. The transforming 
growth factor Beta (TGFB) is involved in several physiological and pathological 
conditions, and its functions in hematopoietic system-bone marrow axis may be 
impaired in ALL. Genetic polymorphisms in the promoter region of TGFB1 gene have 
been associated to TGFB1 altered expression and may be involved with disease 
susceptibility and/or prognosis. In this study, a case-control study of two 
polymorphisms in the TGFB1 promoter region (rs1800468 and rs1800469) and 
TGFB1 plasma levels were evaluated in view of a possible functional correlation 
among polymorphisms and protein levels. Furthermore, it was investigated its 
possible involvement in different clinical stages of ALL. The study consisted of 104 
childhood patients with ALL and 115 controls. Both polymorphisms were not 
associated with ALL susceptibility or risk of relapse, and their different genotypes did 
not influence TGFB1 plasma levels. However, TGFB1 concentration in ALL (mean 
8.38ng/mL ± 1.13) patients were significantly lower when compared with control 
group (15.58ng/mL ± 1.22; p<0.0001). TGFB1 plasma levels were significantly lower 
in patients with ALL at diagnosis, compared with treatment (p=0.008) and remission 
(p<0.0001) groups. Notably, patients in remission presented similar TGFB1 plasma 
levels to controls. This study demonstrates the effects of a deregulated immune 
function in childhood ALL concerning to TGFB1 when predicting prognosis, and 
indicates a potential TGFB1 regulation induced by ALL treatment. 
 
Keywords: Acute lymphoblastic leukemia, TGFB1, genetic polymorphism, 
chemotherapy. 
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INTRODUCTION 

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is a malignant hematologic disorder and 

the most common cancer in children between 2 and 5 years old, although it occurs in 

adulthood less frequently. Although the etiology remains unknown, it has been 

revealed that exogenous and endogenous exposures might result in ALL’s 

pathogenesis (Inaba et al., 2013). In Brazil, the National Cancer Institute (INCA) has 

estimated 10,070 new cases of leukemia in 2016 (INCA, 2015a). 

Chemotherapy constitutes the basis for ALL treatment, however it negatively 

influences immune system, potentially allowing life threatening opportunistic 

infections. In fact, immunological impairment persists in leukemia patients for the 

whole treatment period and after its completion (El-Chennawi et al., 2008). In this 

setting, the relation between immune system and tumor immunity has becoming a 

relevant issue due to the fact that cells and cytokines secretion are involved in 

modulation of tumor microenvironment (Kerkar and Restifo, 2012; Gajewski et al., 

2013). 

The transforming growth factor beta (TGFB) family constitutes a 

multifunctional set of cytokines that regulate a bewildering array of cellular processes 

during development and beyond. In this regard, TGFB is considered a multi-faceted 

cytokine with opposite functions at the initial and late stages of cancer. Furthermore, 

this cytokine has demonstrated many functions, including immunoregulation 

(Johnston et al., 2016), regulation of tumor microenvironment (Pickup et al., 2013) 

and modulation of hematopoietic system-bone marrow axis (Blank and Karlsson, 

2015). 

Mutations involving TGFB signaling pathway genes are relatively uncommon 

in hematologic malignancies (Kim and Letterio, 2003). However, a few reports have 

demonstrated the involvement of SMAD3 deficiency in T cell ALL (Wolfraim et al., 

2004), and mutations in TGFB receptors 1 and 2 genes (TGFBR1 and TGFBR2) in T 

cell lymphoma (Knaus et al., 1996; Schiemann et al., 1999). 

It is known that genetic polymorphisms or sequence variants are commonly 

distributed throughout human genome, and may be associated with disease 

susceptibility and/or prognosis. On the basis of this assumption, the functional impact 

of a polymorphism can alter gene function, and could predict the likelihood of 

association of a given condition (Albert, 2011). 
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Polymorphisms in the promoter region of TGFB1 gene have been particularly 

associated to TGFB impaired expression (Shah et al., 2006). Two of them, 

rs1800468 and rs1800469, located at -800 and -509 position from start codon, result 

in G>A and C>T alleles, respectively. However, their effects on the function of 

TGFB1 gene remain unclear. 

In this study, we performed a case-control study by genotyping two 

polymorphisms in the TGFB1 promoter region (rs1800468 and rs1800469) and 

determined TGFB1 plasma levels to evaluate a possible functional correlation among 

the two polymorphisms and protein levels. Also, we investigated its possible 

involvement in different clinical stages (diagnosis, treatment and remission) of ALL. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

2.1 Study population  

 The study protocol was reviewed and approved by the ethics committee of 

Londrina State University (CAAE N°. 17123113.4.0000.5231). Written informed 

consent was obtained from all study subjects (children's parents). Peripheral blood 

5  mL was collected from 104 patients (52 males and 52 females) (mean age 8.6 

years) with ALL diagnosis, attended in the Londrina Cancer Hospital (LCH) and 

University Hospital (UH) of Londrina State University, Paraná, Brazil. Patient’s 

diagnosis were based on the guidelines from the division of Hematology/Oncology of 

UH and LCH; risk of relapse was classified based on GBTLI Protocol (Brazilian 

Treatment Group for Leukemias in Childhood Protocol – 2009). At the same time, 

blood samples of 115 individuals (53 males and 62 females) (mean age 10.9) without 

cancer or inflammatory diseases (based on hematological, biochemical and 

serological tests) were collected in UH and included as a control group. 

 

2.2 Genomic DNA extraction 

 Genomic DNA was extracted from whole blood using Biopur Mini Spin Plus Kit 

(Biometrix Diagnostica, Curitiba, Brazil), according to manufacturer’s instructions. 

DNA was eluted in 50 μL of buffer and quantified by NanoDrop 2000c® 

Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, USA), at wavelength 

of 260/280 to indicate DNA concentration and purity. 
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2.3 TGFB1 genotyping 

 Two polymorphisms in the TGFB1 promoter region (rs1800468 and 

rs1800469) were evaluated using polymerase chain reaction (PCR) followed by 

restriction fragment length polymorphism (RFLP) analysis. Samples were amplified in 

a final volume of 25 μL containing 100 ng/μL DNA template, 200 mM Tris-HCl 

(pH 8.4), 500 mM KCl, 1.25 mM dNTP, 50 mM MgCl2, 5 U/μL Taq DNA Polymerase 

and 2.5 μM of each primer (forward 5’ GCA GTT GGC GAG AAC AGT TG 3’; reverse 

5’ CCA GAA CGG AAG GAG AGT CAG), which were described by Jin et al. (2004).  

 PCR conditions were: denaturation at 94ºC for 10 min, 35 cycles of 94ºC for 

45s, 59ºC for 60s, 72ºC for 75s and a final extension at 72ºC for 10 min. PCR 

products were digested using one unit of two restriction enzymes: HpyCH4IV and 

Bsu36I (New England Biolabs Inc, Ipswich, USA) at 37ºC for 3h, and generated two 

different genotypic profiles. HpyCH4IV cleaves the G allele from rs1800468, 

generating 402 bp and 195 bp fragments. The genotypes were scored as 

homozygous wild type (402 bp and 195 bp), heterozygous (597 bp, 402 bp and 195 

bp), and mutant homozygous (597 bp, no restriction site). Moreover, Bsu36I cleaves 

C allele from rs1800469, generating 488 bp and 109 bp fragments. The genotypes 

were scored as homozygous wild type (488 bp and 109 bp), heterozygous (597 pb, 

488 bp and 109 bp) and mutant homozygous (597 bp, no restriction site). PCR 

products were analyzed on polyacrylamide gel (10%), stained with silver nitrate 

(AgNO3). Restriction conditions followed the manufacturer’s protocol. 

 

2.4 Plasma TGFB1 quantification 

 TGFB1 was quantified in blood plasma using BD OptEIATM Human TGFB1 Set 

(BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA). Plasma latent TGFB1 was activated 

(pH) and then added into plates precoated with anti-human TGFB1 monoclonal 

antibody and incubated overnight at 8ºC. The samples were washed, and biotinylated 

secondary antibody-HRP+SAV conjugated was added. 3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine 

(TMB) Peroxidase substrate were added after wash, followed by 1M Phosphoric acid 

for stop solution. The ELISA plate was read at 450 nm wavelength using ELX-300 

Reader (BioTek Instruments Inc., VT, USA). The results were expressed in ng/ml for 

TGFB1. Each experimental and control sample was assayed in two biological 

replicates. Data processing was performed using the analytical curve-fitting software 

Gen5 (BioTek). 
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2.5 Statistical analysis 

 Genotype frequencies were submitted to chi-square test to detect deviations 

from Hardy-Weinberg equilibrium. Case control association study was performed 

using contingency tables to calculate the Odds Ratio (OR), with 95% confidence 

interval (CI), and Fisher exact tests. Cytokine levels were analyzed using non-

parametric Mann-Whitney U test. Statistical analysis was performed using Prism 6 for 

Windows software (GraphPad Software, San Diego, USA). Probability values (p) < 

0.05 were considered statistically significant. 

 

RESULTS 

Risk of relapse status was determined by a hematologist–oncologist (Trigo, 

FC) and the ALL classification included age and leukocyte count at diagnosis, 

immunophenotyping, involvement of tissues other than bone marrow and 

responsiveness to treatment. According to this, 31 patients were classified as low risk 

and 73 as high risk of relapse. In addition, most of our sample, both patients and 

controls, were predominantly Caucasian, a prevalent population in southern Brazil 

due to European colonization. 

The controls and patients with ALL were both in Hardy–Weinberg equilibrium 

for the rs1800468 (p=0.35) and rs1800469 polymorphisms (p=0.45). Allele 

frequencies and genotypes are summarized at Table 1. There were no significant 

differences between patients with ALL and controls, comparing allele, genotypes and 

allele carrier frequencies. In addition, genotypes were compared regarding risk of 

relapse status of ALL (Table 2); however, no associations were found. 
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Table 1. Allele and genotype frequencies of the rs1800468 and rs1800469 
polymorphisms in patients with ALL and controls. 

SNPs Allele/Genotype 
ALL Control 

OR (CI 95%) p valuea 
N(%) N (%) 

Alelle 
frequency 

     

rs1800468 G 198 (95.19%) 219 (95.22%)  
 1.01 (0.42-2.42) 

 
1.00  A   10   (4.81%) 11    (4.78%) 

      
rs1800469 C 127 (61.06%) 145 (63%)  

 1.11 (0.75-1.63) 
 

0.62  T  81  (38.94%)   85  (37%) 
      

Genotypes      
rs1800468 GG 94 (90.38%) 106 (92.17%)   

 GA 10  (9.62%)    7    (6.09%) 1.61 (0.56-4.40) 0.45 
 AA 0 (0)     2    (1.74%)   
      

rs1800469 CC 39 (37.5%) 43 (37.4%)   
 CT   49 (47.12%) 59 (51.3%) 1.39 (0.59-3.25) 0.52 
 TT   16 (15.38%) 13 (11.3%)   

Alelle carrier      
rs1800468 GG 94 (90.38%) 106 (92.17%)  

1.25 (0.49-3.22) 
 

0.81  GA+AA 10   (9.62%)     9   (7.83%) 
      

rs1800469 CC 39 (37.5%) 43 (37.4%)  
1.00 (0.56-1.72) 

 
1.00  CT+TT 65 (62.5%) 72 (62.6%) 

ALL: Acute lymphoblastic leukemia; OR: Odds ratio; CI: confidence interval; a Fisher’s exact test. 
 

 

Table 2. Risk association analysis between TGFB1 rs1800468 and rs1800469 
genotypes and ALL risk of relapse. 

 Groups Genotypes OR (CI 95%) p valuea 
  N (%) N (%)   

rs1800468  AA+GA GG   
 Low risk 4 (3.85%) 27 (25.96%)  

1.65 (0.43-6.33) 
 

0.48  High risk 6 (5.77%) 67 (64.42%) 
      

rs1800469  TT+CT CC   
 Low risk 21 (20.19%) 10   (9.62%)  

1.38 (0.57-3.36) 
 

0.51  High risk 44 (42.31%) 29 (27.88%) 
      
  TT CC+CT   
 Low risk 6   (5.77%) 25 (24.04%)  

1.51 (0.50-4.60) 
 

0.55  High risk  10 (9.61%) 63 (60.58%) 
OR: odds ratio; CI: confidence interval; a Fisher’s exact test.  
 

TGFB1 concentration was determined on blood plasma and revealed that, 

overall, patients with ALL presented significantly lower levels of plasma TGFB1 

(mean 8.38 ng/mL ± 1.13) compared to control group (15.58 ng/mL ± 1.22; p<0.0001) 

(Figure 1). Moreover, TGFB1 plasma levels were compared between genotypes of 

TGFB1 (rs1800468 and rs1800469) polymorphisms, but revealed no differences 

(Figure 2). 
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Figure 1. TGFB1 plasma levels in controls (CC) and patients with ALL. S.E.M. as 

error bars. Patients with ALL group: mean 8.38 ng/mL ± 1.13; and control group 

15.58 ng/mL ± 1.22; p<0.0001. 

 

 

Figure 2. TGFB1 plasma levels in patients with ALL in rs1800468 (A) and rs1800469 

(B) genotypes. S.E.M. as error bars. A) ALL – GG group: mean 9.13 ng/mL ± 1.36; 

and ALL – GA+AA group: mean 14.41 ng/mL ± 8.19; p=0.76; B) ALL – CC group: 

mean 9.04 ng/mL ± 2.29; ALL – CT: mean 10.63 ng/mL ± 2.15; p=0.53; and ALL – 

TT group: mean 7.24 ng/mL ± 2.68; p=0.36. 

 

TGFB1 plasma levels were also compared in patients with ALL based on 

therapeutic regimen (Figure 2) at time of sampling: 25 of the patients were newly 

diagnosed (Diagnosis group); 48 were receiving chemotherapy (Treatment group), 

and 17 of them were in complete remission but receiving low-dose maintenance 
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chemotherapy (Remission group). Interestingly, in the analysis of chemotherapy 

effect, TGFB1 plasma levels were significantly lower in diagnosis group (mean 

2.78 ng/mL ± 0.89), comparing to treatment (8.09 ng/mL ± 1.69; p=0.008) and 

remission (16.53 ng/mL ± 2.85; p<0.0001) groups. Notwithstanding, plasma levels of 

TGFB1 in the remission group were compared to control group (p=0.95). 

 

Figure 3. TGFB1 plasma levels in patients with ALL, according to clinical phases. 

S.E.M. as error bars. Diagnosis group: mean 2.78 ng/mL ± 0.89; treatment group 

(8.09  ng/mL ± 1.69; p=0.008); and remission group (16.53 ng/mL ± 2.85; p<0.0001); 

control group (15.58 ng/mL ± 1.22; p=0.95). 

 

 

DISCUSSION 

 TGFB1 is considered as pleiotropic cytokine, regulating cell cycle, 

differentiation, proliferation, recognition and apoptosis (Shi and Massague, 2003) in 

virtually all tissues of the body, including hematopoietic (Karlsson et al., 2007; Vaidya 

and Kale, 2015). Particularly in the last, TGFB1 controls quiescence and self-renewal 

of hematopoietic stem cells, processes that are disrupted in leukemic cells (Blank 

and Karlsson, 2015). Regardless of its multifunctional feature, genetic 

polymorphisms could interfere in TGFB1 expression, thus, affecting its downstream 

signaling pathways. For this reason, the rs1800468 and rs1800469 polymorphisms, 

two gene variants in the promoter region TGFB1 that can predict risk and/or clinical 

outcome in patients with ALL were under investigation. 
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 To date, there are few studies comparing allele and genotype frequencies of 

these polymorphisms in patients with ALL. Dai et al. (2009) have demonstrated no 

associations of genotypes and allelic frequencies of thirteen TGFB1 and TGFBR2 

polymorphisms in German patients with ALL. Likewise, Healy et al. (2009) reported 

no significant association of rs1800469 TGFB1 polymorphism in French Canadian 

patients with pre-B ALL.  

 In line with this, we did not find significant differences in genotype distribution 

and allelic frequencies of promoter region TGFB1 polymorphisms rs1800468 and 

rs1800469 among patients with ALL and controls. Furthermore, neither allelic or 

genotypic frequencies were associated to ALL risk of relapse. Thus, it is reasonable 

to assume that such polymorphisms in TGFB1 promoter region may not represent 

good predictive biomarkers of ALL susceptibility or recurrence. 

 On the other hand, the impact of these gene polymorphisms in TGFB1 

expression have been questioned. The rs1800469 polymorphism is located in a 

consensus sequence of TGFB1 promoter recognized by Yin Yang 1 (YY1) 

transcription factor, and the substitution of cytosine (C) to thymine (T) increases the 

YY1 affinity to the site (Silverman et al., 2004), increasing cytokine circulating 

concentration. Contrariwise, the rs1800468 polymorphism is positioned in a putative 

site for cAMP-response element binding factor (CREB) family of transcription 

activators, and the A allele may decrease CREB members affinity to the site 

(Grainger et al., 1999). 

 In the present study, TGFB1 was quantified in blood plasma of patients with 

ALL and controls in the hope of comparing the effect of different genotypes of 

rs1800468 and rs1800469 polymorphisms in cytokine's concentration. However, it 

revealed that there were no differences in plasma TGFB1 concentration. Considering 

data dispersion of TGFB1 plasma levels in both groups, therefore, it is unclear 

whether these polymorphisms have actually functional roles in TGFB1 plasma 

expression, and it is difficult to draw any meaningful conclusion. 

 From another perspective, patients with ALL presented significantly lower 

TGFB1 plasma levels in comparison to controls. These results are in accordance to 

the findings of Chen et al. (1998), who shown that serum TGFB1 levels were 

significantly decreased in acute leukemia patients, restored to normal in patients who 

achieved complete remission, and tended to decrease again in patients who develop 

recurrence. Conversely to our results, Al-Mowallad et al. (2006) demonstrated that 
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although CD105 and TGFB3 plasma levels were significantly increased and 

decreased in patients with ALL compared to controls, respectively, no significant 

difference in TGFB1 plasma levels was shown between patients with ALL at 

diagnosis and controls. 

 The cytokine system constitutes a functional network in physiological and 

pathological conditions, and alterations in this setting may affect direct or indirectly 

leukemogenesis through altered functions of bone marrow stromal elements 

(Horacek et al., 2013). In this context, TGFB is an essential regulator of cellular 

processes, including proliferation, differentiation, migration and cell survival (Dong 

and Blobe, 2006), and is perhaps the most potent endogenous negative regulator of 

hematopoiesis (Dosen-Dahl et al., 2008). 

 It is known that tumor cells are often resistant to signals that inhibit growth of 

their normal cell counterparts. Escape from such control mechanisms may contribute 

to malignant transformation (Lotz et al., 1994). Thus, we suggest that downregulation 

of TGFB1 expression observed in plasma patients with ALL might result in unlimited 

proliferation of malignant cells, which in turn may contribute to the bone marrow 

hyperplasia and peripheral blood invasion of leukemic clones. 

 With the aim of demonstrating the role of chemotherapy on TGFB1 plasma 

levels, samples were grouped according to therapeutic regimen at the time of 

sampling and the analysis revealed important differences, in the main, a 

reestablishment of TGFB1 plasma levels in patients with ALL during treatment. As a 

hematological malignancy, basic therapeutic agents used in the treatment of ALL are 

cytotoxic drugs with immunosuppressive effects, which requires monitoring of the 

immune system following cessation of therapy (Mazur et al., 2004). 

 Indeed, our results demonstrated lower TGFB1 levels in patients before 

chemotherapy compared to treatment and remission group. Notwithstanding, mean 

plasma concentration of TGFB1 during remission was comparable to controls. This 

variation may reflect the immune status of the patient, the chemotherapy response 

and/or the TGFB1 gene and protein regulation per se. 

 The SKI gene encodes the nuclear protooncogene protein homolog of avian 

sarcoma viral oncogene (Stavnezer et al., 1981), and is expressed in both T and B 

mature murine hematopoietic lineage cells (Pearson-White et al., 1995). One of its 

function is to interact with SMAD proteins family and represses the ability of the 
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SMADs to mediate TGFB-induced growth arrest and transcriptional activation (Luo et 

al., 1999). 

 Moreover, the oncoprotein Evi-1 has been shown to bind with Smad3 and 

inhibit the activation of TGFB responsive promoters by disrupting the binding of 

Smad3-Smad4 complex to DNA (Kurokawa et al., 1998). Transforming growth-

interacting factor (TGIF) is another oncoprotein that can interact with TGFB-activated 

SMADs and represses expression of TGFB target genes (Wotton et al., 2001). 

 Recently, Musashi-2 (Msi2) protein has been shown as an important regulator 

of hematopoietic stem cells, which controls cell fate, lineage bias and TGFB signaling 

in knockout mice (Park et al., 2014), but also in human leukemic cells (Ito et al., 

2010; Kharas et al., 2010). In a specific way, high expression of MSI2 gene has been 

detected in patients with B-ALL when compared to the control group (Mu et al., 2013; 

Aly and Ghazy, 2015), and it was considered an independent prognostic factor for 

patients with ALL. 

 Altogether, despite the fact that none of these negative TGFB regulators were 

investigated in this study, our results strengthened the hypothesis that downstream 

effects of TGFB signaling cascade are altered in ALL, since TGFB1 plasma levels 

are decreased at diagnosis. 

 In summary, our study evidenced the effects of a deregulated immune function 

in childhood ALL concerning to TGFB1 when predicting prognosis. It is not known 

exactly which gene or protein is repressing TGFB1 production in ALL at diagnosis. 

Nonetheless, further molecular and functional investigations are necessary to 

determine whether the association of TGFB1 plasma levels may also be influenced 

by other polymorphisms in its gene and structural haplotypes. Finally, in addition to 

the potential molecular influence of TGFB1 repressors, the results of this study may 

also indicate a significant impact of chemotherapy on TGFB1 levels. This could be of 

particular relevance in leukemia pathophysiology, highlighting the importance of 

evaluating the molecular mechanisms of certain drugs at restoring TGFB1 levels 

during patients with ALL’s treatment. 
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5 CONCLUSÕES 

 

 

 Não foi observada associação genotípica e alélica entre os polimorfismos 

rs1800468 e rs1800469 do TGFB1, tanto na susceptibilidade, quanto ao risco 

de recidiva de LLA; 

 

 Não houve associação ao comparar os polimorfismos rs1800468 e rs1800469 

do TGFB1 com os níveis plasmáticos de TGFB1, indicando que, os 

polimorfismos genéticos não modificam a concentração plasmática da 

citocina; 

 

 Os níveis plasmáticos de TGFB1 foram estatisticamente diferentes entre os 

grupos LLA e controle, sendo que na LLA os níveis eram menores que no 

controle; 

 

 Além disso, houve diferença estatística nos níveis plasmáticos de TGFB1 em 

fases clínicas distintas, inferindo provavelmente que, a quimioterapia esteja 

modulando a produção desta citocina. 
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ANEXO A 

Aprovação do comitê de ética em pesquisa envolvendo seres humanos da 

Universidade Estadual de Londrina 
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ANEXO B 

UNIVERSIDADE ETADUAL DE LONDRINA       
        

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

Informações sobre a pesquisa: 
 

 Você está sendo convidada (o) a participar, como voluntária (o), da pesquisa intitulada 
“Estudo de marcadores genéticos, epigenéticos, moleculares e imunológicos em câncer”, que tem 
por objetivo analisar determinados tipos de moléculas que podem influenciar na imunidade da 
paciente. Você será esclarecida (o) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. Sua participação 
não é obrigatória e, a qualquer momento, você poderá desistir de participar e retirar seu 
consentimento, sem que isso acarrete qualquer penalidade. 
 
Procedimentos do Estudo:  
 Os procedimentos da pesquisa envolvem a obtenção de  5mL de sangue periférico para análise 
das células e moléculas do sistema imunológico.  
 
Confidencialidade da Pesquisa 
 
 As informações obtidas através desta pesquisa serão confidenciais e asseguramos o sigilo 
sobre sua participação. Os dados não serão divulgados de forma a possibilitar sua identificação. 
 A amostra de sangue obtidos será utilizada para obtenção de DNA e RNA para a realização 
deste projeto. A participação no estudo não acarretará custos para você e não haverá nehuma 
compensação financeira adicional. A coordenadora do projeto é a Profª. Drª Maria Angelica Ehara 
Watanabe, que pode ser encontrada no endereço: Rod. Celso Garcia Cid, 445, Departamento de 
Ciências Patológicas, Centro de Ciências Biológicas, Universidade Estadual de Londrina, CEP: 
86051-970, Tel / Fax: (43) 3371-5629, como também procurar o Comitê de Ética em Pesquisa 
Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, na Avenida Robert Kock, nº 60, 
ou no telefone 3371 – 2490. 
 

Pesquisador Responsável _______________________________________________________                                

RG::________________________________________                         

 

Consentimento livre esclarecido e informado: 
 
Eu, __________________________________________, RG _________________________, declaro 
que estou de acordo com as informações contidas neste documento, fui devidamente esclarecido 
pelo(s) pesquisador (es) dos objetivos e procedimentos da pesquisa de maneira clara e detalhada, e 
esclareci minhas dúvidas. Concordo em participar voluntariamente desse estudo permitindo a coleta 
do sangue do meu filho (a), sendo que poderei retirar meu consentimento a qualquer momento, antes 
ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuízos no meu atendimento neste projeto. 
 
Londrina, ____ de _________________, 20 ___. 
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Assinatura do responsável (ou representante legal): _________________________________________ 

ANEXO B 

 

 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

Informações sobre a pesquisa: 

 Você está sendo convidado(a) a participar, como voluntário(a), da pesquisa intitulada 
“Estudo de marcadores genéticos, epigenéticos, moleculares e imunológicos em câncer”, 
que tem por objetivo analisar determinados tipos de moléculas que podem influenciar na 
imunidade do indivíduo. Você será esclarecido(a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que 
desejar. Sua participação não é obrigatória e, a qualquer momento, você poderá desistir de 
participar e retirar seu consentimento, sem que isso acarrete qualquer penalidade. 
 
*** Sua participação será no grupo controle, ou seja, grupo de indivíduos saudáveis livres de 
qualquer neoplasia. 
 
Procedimentos do Estudo:  
 

 Os procedimentos da pesquisa envolvem a obtenção de aproximadamente 5mL de sangue 
periférico para análise das células e moléculas do sistema imunológico. 

 

Confidencialidade da Pesquisa 

 

 As informações obtidas através desta pesquisa serão confidenciais e asseguramos o sigilo sobre 
sua participação. Os dados não serão divulgados de forma a possibilitar sua identificação. 

 As amostras contendo as células serão utilizadas para obtenção de DNA e RNA para a realização 
deste projeto. A participação no estudo não acarretará custos para você e não haverá nehuma 
compensação financeira adicional. A coordenadora do projeto é a Profª. Drª Maria Angelica Ehara 
Watanabe, que pode ser encontrada no endereço: Rod. Celso Garcia Cid, 445, Departamento de Ciências 
Patológicas, Centro de Ciências Biológicas, Universidade Estadual de Londrina, CEP: 86051-970, 
telefone (43) 3371-5629, como também procurar o Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo Seres 
Humanos da Universidade Estadual de Londrina, na Avenida Robert Kock, nº 60, ou no telefone (43) 
3371-2490. 
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Pesquisador Responsável: ______________________________    RG: _____________________ 

                                              

Consentimento livre esclarecido e informado: 

 

Eu, __________________________________________, RG _________________, declaro que estou de 
acordo com as informações contidas neste documento, fui devidamente esclarecido pelo(s) 
pesquisador(es) dos objetivos e procedimentos da pesquisa de maneira clara e detalhada, e esclareci 
minhas dúvidas. Concordo em permitir a participação voluntaria nesse estudo, permitindo a coleta de 
sangue periférico do meu filho(a) sendo que poderei retirar meu consentimento a qualquer momento, 
antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuízos no meu atendimento neste projeto. 

 

Londrina, ____ de _________________, 20 ___. 

 

Assinatura do doador (ou responsável): _________________________________________ 

 


